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１．緒言  
 甘草は全漢方処方の約 70%に配合される重要な生薬である 1 )。甘
草には多種のフラボノイドをはじめとする 500 種以上の成分が同定
されているが、薬理活性から見るとトリテルペノイドのグリチルリ
チン（グリチルリチン酸）が重要である 2 -6 )。甘草から抽出されるグ
リチルリチンは肝炎やアレルギーの治療薬として市販されている 7 )。
また、味噌、醤油等の甘味料としての消費も多く、年間 8 千トンも
の甘草が輸入されている 8 )。甘草は乾燥地帯に自生する植物で、主に
中国からの輸入に依存しており、中国の甘草自生地では重要な換金
作物として乱獲が進み、これに伴って砂漠化が進んでいるとの見解
から 1999 年中国は砂漠化防止の名目で自生甘草の採取を厳しく規制
する制限を設け、現在も自生種の採取は規制が強く、栽培化が奨励
されている 2 ,9 -11 )。  
 以上のように大量の甘草を消費しているため、産地による品質の
変動も大きい 1 2 ,1 3 )。このため日本薬局方では甘草品種は Glycyrrhiza 
uralensis  Fisher と G. glabra  Linne（Leguminosae）の 2 種で、グリチ
ルリチン含量は 2.5%以上と規定している 1 4 )。一般に HPLC（高速液
体クロマトグラフィー）を用いてグリチルリチンを定量分析してい
る 1 5 -2 0 )。  
 このように多くの甘草が消費され、膨大なサンプル中のグリチル
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リチン含量を分析する必要があるので、分析感度と分析精度の改善、
分析時間の短縮、前処理等を必要としない簡便法、HPLC で分析する
際のメタノールやアセトニトリル等の有機溶媒を必要としない環境
保全等を目的にグリチルリチンに対するモノクローナル抗体（ MAb）
が作製され、本 MAb を用いた高感度分析法である Enzyme- linked 
immunosorbent  assay（ELISA）法が確立されている 2 1 )。また、甘草に
含まれる 500 種におよぶ多数の成分の中からグリチルリチンのみを
発色できる新しい検出法が見出され、イースタンブロッティングと
命名された 2 1 ,2 2）。さらに定量分析を可能とする新しいイースタンブ
ロッティングの開発にも成功している 2 3 )。  
 一方、各種評価系で追跡しながら生薬や漢方薬中の活性成分を特
定することは容易ではなく、特定成分との相乗効果を解析するとな
ると一層の困難を極める。そこで、グリチルリチンに対する MAb を
装着したアフィニティーカラムが開発され、アフィニティークロマ
トグラフィーによりグリチルリチンのみをワンステップで単離でき
ることが証明されている 2 4 )。また、グリチルリチンのみを除去した
エキスは、グリチルリチンノックアウトエキスと命名され、本エキ
スの活性を元の甘草エキスと比較することで抗炎症に関する活性評
価解析が行われている 2 5 )。本総説では、グリチルリチンに対する MAb
（抗グリチルリチン MAb）の作製方法と ELISA、イースタンブロッ
ティングによるグリチルリチンの定量・定性分析方法の開発と甘草
の品質評価への応用、抗グリチルリチン MAb 装着イムノアフィニテ
ィーカラムの作製と甘草エキスの活性評価解析への応用について述
べる。  
 
２．グリチルリチンに対するモノクローナル抗体の作製  
 不死性で高い増殖能をもつミエローマ細胞と抗体産生細胞の脾細
胞を融合し、単クロン抗体を産生し続けるハイブリドーマ細胞を作
製する方法（細胞融合法）が 1970 年代に確立された 2 6 )。ハイブリド
ーマが産生する MAb は、抗原認識能における選択性や質的に均一で
あることから、各種免疫化学分野で有用なツールとして利用されて
いる。また、必要な時に高純度な抗体を調製できる利点を持つうえ、
この細胞融合法は配糖体のような低分子化合物に対する抗体作製に
も応用されている 2 7 -3 1 )。その場合、低分子化合物は免疫原性を有す
る高分子化合物との複合体を調製し、これを抗原とする必要がある。
図 1 に示す通りグリチルリチンのグルクロン酸部分を過ヨウ素酸ナ
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トリウムで処理し、糖部を開環し、そこへ牛血清アルブミン（ BSA）
を加え、グリチルリチン－BSA コンジュゲート（複合体）が調製さ
れた 2 1 )。複合体中のグリチルリチンの結合数は MALDI- tof MS を用
いて測定され 3 2 )、ハプテン数は 5 個と求められ、免疫原になり得る
ことが確認されている（図 2）。  
 
 
 
図 1 免疫原であるグリチルリチン－BSA の調製 
 
 
 
図 2 MALDI-tof MS によるグリチルリチン－BSA の分析 
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その後、グリチルリチン－BSA コンジュゲートをマウス腹腔内へ
数回注射を行い、血中抗体価が上昇した時点で脾臓を摘出し、脾臓
細胞とミエローマ細胞とをポリエチレングリコールを用いて細胞融
合が行われ 2 6 )、抗グリチルリチン MAb を産生する 4 種類のハイブリ
ドーマ細胞を樹立し、その中でも MAb-5A8 と称する株がグリチルリ
チンに最も特異的な抗体を産生することを確認し、各種免疫化学的
測定法への応用が行われた（表 1）。  
 
 
表 1 抗グリチルリチン MAb の交差反応性 
図 3 グリチルリチンの検量線 
 
３．競合的 ELISA の開発  
 抗グリチルリチン MAb-5A8 を用いた競合法による酵素標識免疫吸
着測定法（ELISA）の確立が行われた。ELISA で用いるイムノプレー
トにグリチルリチンを固定化させることは困難なため、免疫原とは
異なる高分子化合物との複合体（グリチルリチン -ヒト血清アルブミ
ン）を固相化抗原として用い、図 3 に示すように 20～ 200 ng/ml の濃
度範囲でグリチルリチンの検量線が作成された。感度は概ね HPLC
法の約千倍高く、各種甘草サンプル中のグリチルリチン含量を測定
した結果、得られた測定値は HPLC 法による測定値と近似していた。
以上から、本抗体を用いた ELISA 法が高い感度と信頼性を持つグリ
チルリチンの定量方法であることが検証できた 3 3 )。  
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４．新規イースタンブロッティングの開発  
 蛋白やペプチド等に対しては電気泳動等によりまず分離を行い、
ナイロン膜・PVDF 膜へ転写して膜上で抗原抗体反応により染色する
ウエスタンブロッティングが繁用されている 3 4 )。しかしながらグリ
チルリチンのような配糖体に対しては分離能が低いため、通常のゲ
ル等は用いられず、分離能の優れた薄層クロマト（ TLC）を用いるの
が一般的である 1 9 ,2 0）。しかし、分析対象物である配糖体の検出のた
めの発色を容易に行うことが出来ない場合があり、 TLC プレート上
で抗体を用いて抗原抗体反応により直接染色することは極めて困難
である。そこで、新たに開発されたイースタンブロッティングは、
薬用成分のような低分子化合物をプラスチャージを施したポリエー
テルスルホン（ PES）膜によりそれぞれの成分に分離し、直接膜上で
MAb を用いて抗原抗体反応により染色し、それら染色スポットを
NIH Image 画像解析ソフトにより分析し、それぞれの成分を高感度に
定量分析するという方法論である 3 5 -3 9 )。また酵素標識二次抗体や基
質の色を変えることで 2 重、3 重抗体染色が可能であり、複数の生薬
が含まれる漢方薬中の多数の薬用成分を同時にビジュアル的に分析
することが出来る説得力の大きな手法でもある 2 2 ,  4 0 ,  4 1 )。図 4 は、新
規イースタンブロッティングの概略図である。また本法により甘草
ならびに漢方薬を分析した結果、図 5 に示すようにグリチルリチン
のみが明瞭に検出された。本法の応用としてグリチルリチン量と発
色スポットのエリア面積からグリチルリチンの検量線を作成するこ
とができ、表 2 に示すように各種甘草及び漢方薬に含まれるグリチ
ルリチン量は、HPLC 法による定量値と近似しており、新規イースタ
ンブロッティングが信頼性の高い分析方法であることも確認された
2 3 )。  
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図 4 新規イースタンブロッティングの概略図 
 
 
図 5 新規イースタンブロッティングによる甘草及び漢方薬中の 
グリチルリチンの分析 
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表 2 甘草及び漢方薬中のグリチルリチンの定量分析 
 
 
 
５．アフィニティークロマトグラフィーによるグリチルリチンノッ
クアウトエキスの調製およびグリチルリチンの単離  
 アフィニティークロマトグラフィーは吸着クロマトグラフィーの
一種であり、精製される物質は、不溶性の支持体（マトリックス）
に固定された結合物質（リガンド）に特異的可逆的に吸着される。
精製の度合いはしばしば数千倍にも達し、活性な物質の回収率は非
常に高いのが特徴であり、多くのめざましい分離が一段階で達成さ
れ、選択性の低い多段階方法に比べて大幅な時間の節約ができる 2 4 ,  
4 3 ,  4 4 )。アフィニティークロマトグラフィーには濃縮効果があり、大
量の試料も容易に処理することができる。  
 作製した抗グリチルリチン MAb をアガロースゲルに結合し、抗体
装着アフィニティーゲルを調製、カラムに充填しアフィニティーカ
ラムが作製された（図 6）2 4 )。甘草の粗エキスをアフィニティーカラ
ムに付し、バッファー中で抗原抗体反応を行う。この間にグリチル
リチンはカラムの抗体部分へ結合する。一方で、グリチルリチン以
外の成分はカラムへ結合することはなくカラムを素通りする。この
画分にはグリチルリチンは混在せず、すなわち甘草粗エキスからグ
リチルリチンのみが除去されたエキス（グリチルリチンノックアウ
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トエキスと命名）が調製されたことになる（図 6）。その後、 30%メ
タノールを用いて抗体に結合しているグリチルリチンを溶出し、グ
リチルリチンのワンステップ単離が完結される。  
 
 
図 6 抗グリチルリチン MAb 装着アフィニティーカラムによるグリチルリチン 
ノックアウトエキスの調製とグリチルリチンの単離 
 
 
６．グリチルリチンノックアウトエキスを用いた甘草の活性評価解
析  
 甘草には抗腫瘍、抗炎症をはじめとする多くの薬理活性が知られ
ており、また主有効成分のグリチルリチンには肝庇護作用や抗ウイ
ルス作用等が明らかとなっており、肝炎治療薬として臨床応用され
ている 2 -6 )。また甘草に含まれるフラボノイド類にも抗炎症や抗腫瘍
作用が近年報告されている 4 5 -5 1 )。しかしながら、甘草に含まれる多
数の成分とグリチルリチンとの薬理活性における関わりについての
詳細な研究はなされていない。そこでマウスマクロファージ様細胞
（RAW264）における一酸化窒素合成酵素（ iNOS）発現抑制効果お
よびヒト前骨髄性白血病細胞（HL-60）におけるアポトーシス誘導能
を中心に、グリチルリチン単独、甘草粗エキスおよびグリチルリチ
ンノックアウトエキスを用いて、甘草の活性評価ならびにグリチル
リチンの作用機構の解析が行われた 2 5 )。  
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図 7 TLC（A）及び新規イースタンブロッティング（B） 
  によるグリチルリチンノックアウトエキスの確認 
 
 
 RAW264 細胞において、甘草エキスはリポ多糖（ Lipopo lysacchar ide:  
LPS）誘導性 NO 産生、 iNOS 蛋白質および mRNA 発現を濃度依存的
に抑制し、さらに NF-κB 活性化を抑制していることが判明した。し
かし、グリチルリチン単独では NO 抑制効果を示さなかった。次に
グリチルリチンの詳細な役割を調べるために、抗グリチルリチン
MAb 装着アフィニティーカラムを作製し、甘草エキスからグリチル
リチンのみを除去したグリチルリチンノックアウトエキスが調製さ
れた（図 6）。図 7 は得られたグリチルリチンノックアウトエキスを
TLC と新規イースタンブロッティングにより分析した結果である。
グリチルリチンノックアウトエキスにおいては NO および iNOS 発現
抑制効果は弱まり、グリチルリチンノックアウトエキスにグリチル
リチンを添加するとその効果は回復した（図 8）。さらに、抗グリチ
ルリチン MAb を用いた ELISA および免疫蛍光染色により、グリチル
リチンは時間依存的に細胞内に取り込まれ、細胞質内に存在してい
ることが明らかとなった（図 9）。  
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図 8 マクロファージ様細胞におけるグリチルリチン KO エキスの  
LPS 誘導性 NO 産生及び iNOS 蛋白質発現抑制効果  
 
 
図 9 マクロファージ様細胞におけるグリチルリチンの蓄積（ A）  
及び細胞内局在の確認（B）  
 
 
 
 
P 0.05, P 0.01, P 0.001
B. iNOS protein expressionA. Effects of GC-KO extract on LPS-
induced NO production
GC-KO extract
GC-KO extract
A B
LPS + GCLPS
LPS + GC
Anti-GC MAb
2nd  Antibody (not using Anti-GC MAb)
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 以上の結果は、グリチルリチンは甘草に含まれるグリチルリチン
以外の成分と共存することで最大の効果を発揮できることを意味し、
グリチルリチンが他成分との相乗効果を生み出していることが示唆
された。  
 
 
７．まとめ  
 免疫化学的測定法が生薬の有効成分を迅速、簡便、高感度に分析
できることを甘草の有効成分グリチルリチンに対する MAb を用いた
ELISA 法を用いて紹介した。ELISA 法においては 1 枚のイムノプレ
ートを用いて同時に最大 96 サンプルの分析が可能であり、臨床検査
や創薬におけるスクリーニングの現場でも威力を発揮している。  
イースタンブロッティングは目的とする有効成分の構造を精密に
認識する抗体をツールとすることで、ターゲット分子を選択的、ビ
ジュアル的に検出でき、ELISA 法と同様に多検体一斉分析を可能と
するユニークな分析法といえる。  
 生薬や漢方薬から活性成分と目されている成分のみを除いたノッ
クアウトエキスと元のエキスとの活性を比較することで、真の活性
成分や成分間の相互作用を解明できることが示唆された。  
 今回紹介した抗グリチルリチン MAb の作製とその応用は、生薬及
び漢方薬の生体内代謝・体内動態研究を展開する際にも強力なツー
ルとなり得るものであり、漢方薬の効果を科学的に解明する際にも
応用が期待される。  
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